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仔猪 白痢 毒性 大 肠 杆 菌 粗 
制 核糖 体 疫苗 的 初步 研究 


本 请 炎 RE 周 理 良 BT 


Ch E FF Be BB BH oh By OT EBT 


摘 要 


VaR ELEM HEMA THE OA BEATEN RR 
KESS, PAENBABORS, PIERA A Hh A n ALA 
有 很 高 的 免疫 保护 效力 。 给 小 鼠 皮 下 注射 50 或 100 微克 核糖 体 15 天 后， 用 
四 倍 于 代数 致死 量 的 活 菌 作 皮 下 攻击 ， 动 物 百分之百 存活 《P <0.001)s 
注射 2 微克 ， 即 已 可 存活 86,7 外 《P<0.001》。 皮 下 给 予 核 将 体 500 微 克 
后 两 个 月 ， 进行 皮下 攻击 ， ah es FT FFE 94.7% (P<0.001), 皮下 免疫 
注射 后 进行 腹腔 攻击 ， 免 疫 效果 即 惰 辑 多 ， 此 点 与 文献 上 肺炎 妈 球 菌 核糖 
体 的 情况 四 局 。 


G.P, Youmans 等 (1955) 首先 发 现 结核 杆菌 体内 有 一 种 微粒 成 分 具有 极 强 的 抗原 
性 ， 后 来 得 知 这 种 亚 细 胸 成 分 就 是 核糖 体 。 这 一 发 现在 六 十 年 代 得 到 了 肯定 (Youmans 
and Yaumans，1964a，1964b) 。 其 后 有 不 少 人 在 许多 材料 上 作 了 实验 ， 如 小 鼠 伤 寒 沙 
门 氏 杆菌 (Venneman and Bigley, 1969; Johnson, 1972) , dKBRSERREA (Schalla and 
Johnson, 1975), BEASHERR WY (Swendsen and Johson，1976)、 流 感 嘲 血 杆菌 (Lynn et 
al.，1977) 、 肺 炎 双 球菌 “Thompson and Snyder, 1971) REKER, WHISKER, 脑膜 
MER, ELME (Infectious Diseases, Vol. 4 No.6, 1974) 224, SRAM HB 
有 很 好 的 防护 效果 ， 可 与 活 菌 的 防护 作用 相 比 拟 ， 而 且 往往 超过 。 虽 则 还 有 许多 问题 有 
待 深入 研究 ， 但 已 可 以 肯定 ， 这 类 疫苗 在 实践 上 是 大 有 项 望 的 。 特别 值得 注意 的 是 ， 有 
人 用 低 等 真 核 生 物 的 核糖 体 作为 疫苗 也 得 到 了 良好 的 结果 。R, 工 Tewaii MAREKI 
的 病原 体 一 夹 膜 组 织 胞 浆 菌 Histoplasma capsulatum (— FpJ H) BEAR 得 
到 了 百分之百 的 保护 效果 。 这 是 过 去 任何 其 他 类 型 的 疫苗 ， 包 括 活 菌 ， 都 从 未 达到 过 的 





本 文 1983 年 2 月 21 日 收 到 ，1983 年 11 月 31 日 收 到 静 改 和 蘑 ， 
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(Infectious Diseases, Vol, 4 No.6, 1974) 。 由 于 核 精 体 及 其 蛋白 成 分 有 种 的 专 一 
tE, Tewari 还 提出 或 者 可 以 用 它们 作 皮 肤 试验 来 进行 临床 诊断 。 

本 文 报 导 了 我 们 在 1975~1976 年 用 仔猪 白痢 的 病原 体 一 一 一 种 毒性 大 肠 杆菌 试制 的 
核 稿 体 粗 制品 在 小 鼠 上 所 得 到 的 防护 效果 ， 现 发 表 出 来 供 有 关 的 同志 参考 。 在 制备 时 我 
们 避免 了 使 用 超速 离心 机 的 步骤 ， 这 对 于 将 来 投入 生产 显然 是 较为 有 利 的 。 





材 料 与 方法 


仔猪 白痢 毒性 大 肠 杆 菌 为 云南 省 畜牧 兽医 研究 所 李 学 良 同志 从 昆明 地 区 患 猿 上 分 离 
质 得 。 把 此 菌 注射 给 十 日 龄 的 存 猪 ， 可 引起 典型 的 仔猪 白痢 病 。 血 清 型 未 经 测定 。 经 我 
们 事先 测定 ， 给 体重 22 克 的 小 白鼠 皮 下 注射 6 x 107 个 活 菌 ， 即 可 使 动物 全 数 致死 。 

细菌 先 在 补 加 酵母 浸 宫 和 葡 葡 糖 的 普通 肉 汤 培 养 基 中 37*C 培 养 24 小 时 ， 作为 种 子 
滤 。 之 后 把 种 子 液 接 种 到 含有 同样 成 分 的 琼脂 培养 基 上 ，37*C 9 小 时 。 收 取 此 时 正 处 于 
对 数 生长 期 的 细菌 ， 用 0.01Mf Tris—0.15M NaCl 液 洗涤 三 次 ，15, 000—25, 000 e X 
心 10 分 钟 收集 细菌 。 将 细菌 称 重 后 加 入 少量 0.01M4 Tris 一 0.01M MgCl, W (pH7.5, 
以 下 简称 TM 液 ) 。 每 克 湿 重 细菌 加 入 溶菌 酶 15 豪 克 〔 上 海 东 风 试 剂 厂 出 品 》，37?C KE 
育 40 一 60 分 钟 。 随 即 用 乾 冰 加 丙 一 使 之 迅速 冻结 ， 再 在 37*C 下 使 之 融化 ， 如 此 反复 三 次 
以 洪 酮 细菌。 然后 补 加 TM 液 ， 使 悬 液体 积 约 达 原先 细菌 体积 的 四 倍 。 之 后 再 加 入 与 此 
悬 液 等 量 的 含有 1 %S3D3、0,.7Mf NH,Cl50.5% 脱氧 胆 酸 钠 的 TM 波 。 接 每 毫升 2 一 5 
WEREMA RARE 《BGH 出 品 ) 。 搅 拌 3 一 5 分 钟 ，25,000x 离心 15 分 钟 以 
KEEFE 

FUG Boma AEE C.G, Kurland(1966) WARRE, BEETH 
超速 离心 的 一 步 ， 因 而 相应 地 作 了 一 些 改变 。 分 离 的 工作 是 在 4“C 下 进行 。 核 糖 体 悬 液 
经 过 滤 〈 和 孔径 0.45 投 米 》 后 ， 无 菌 分 装 在 小 瓶 中 ， 冰 箱 保 存 。 按 上 述 方法 ， 每 10 克 细菌 
CHEM) 约 可 得 核糖 体 140 毫 克 。 以 紫外 分 光 光 度 计 测 晤 260nm 波 长 与 280nm 波 长 的 吸收 
值 ， 计 算得 二 者 的 比值 为 1,6 一 1.75。 

动物 的 免疫 保护 实验 以 本 所 饲养 场所 提供 的 体重 18 一 22 克 的 健康 小 白 展 进行 。 实 验 
组 在 皮下 注射 25 一 1, 000 微 克 核 糖 体 ( 核 征 体 量 按 Folin 法 测 得 的 蛋白 含量 推算 )。 免 疫 
注射 后 15 天 ， 连 同 对 照 动物 一 起 用 约 为 全 数 致死 量 的 3,5 倍 上 下 的 活 菌 进行 皮下 攻击 或 
腹腔 攻击 ， 观 察 一 个 月 内 动物 的 死活 。 另 一 批 小 鼠 皮 下 注射 500 微克 核糖 体 ， 两 个 月 后 
同样 用 活 菌 作 皮 下 攻击 。 


a R FTW È 


皮下 注射 核糖 体 100 一 1, 000 微 克 后 于 五 天 ， 进 行 皮下 攻击 ， 对 照 动 物 在 一 周 内 全 部 
死亡 ， 而 各 实验 组 在 一 个 月 内 全 都 存活 90%% 以 上 ， 绝 大 多 数 百分之百 存活 《〈 表 1) 。 

由 于 核糖 体 100 微克 剂量 组 已 百分之百 的 保护 效果 ， 故 又 进行 了 降低 免疫 剂量 的 实 
验 。 发 现 给 予 50 微 克也 能 百分之百 存活 ， 而 仅 给 25 微 克 ， 即 已 有 很 显著 的 保护 效果 对 
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照 动 物 则 在 3 一 5 天 内 全 数 死亡 (#2), 


RI 不 同 剂 重 核糖 体 疫 苗 皮 下 免疫 皮下 攻击 实验 小 鼠 存 活 结果 











$e He HAM Th iti At 动物 存 存活 百分率 
(微克 ) ar C8 Ha) 活 数 (%) ji 
1000 10 > 2x 198 9/10 90 P<0.003 
1000 id of 2x104 10/10 100 P<0.001 
500 10 2. 2 x 108 9710 oe 3 <0.001 
500 10 cr 2x108 10710 100 P<9.001 
250 10 早 2 x108 £710 100 D<0.001 
250 19 cz 2x108 10710 106 P<. 001 
100 10 早 2x108 10/10 100 p <0.001 
100 10 ea 2x 108 ir/1a 00 7.001 
xt 10 2 2x108 0/10 0 
对 照 10 o” 2 x10 0/10 0 
%2 AE e TF a F Bh k ah aR 
RNE Kita 动物 存 WE Hi SR 
H) di A (BRR) 活 k (3) fi 
Er 15 o" 2.4x108 15/15 100 P <0. 001 
50 15 o 2.4x108 15/15 100 P <0.001 
25 15 or 2.4% 108 10/15 86.7 i <0.083 
Rt 15 o” 2,4x 10° 0715 u 





此 外 还 作 了 皮下 注射 核糖 体 后 两 个 月 方才 进行 攻击 的 实验 ， 结 果 表 明 两 个 月 后 免疫 
力 仍 然 很 强 《 表 3) ， 说 明 将 此 种 疫苗 应 用 于 兽医 实践 是 很 有 希望 的 。 








$3 皮下 免疫 二 月 后 皮下 攻击 实验 小 鼠 的 存活 
免疫 剂量 攻击 剂量 动 物 存活 百分数 
性 别 p fff 
(fe FL) i Me) 存活 数 (%) 
500 38 co 2.1x10? 36/38 94,7 P <t. D01 
xt Fa 20 o” 2.1% 108 1/20 5 





Thompson tj Synder (1971) MMA ILIRA ARR DIS ST, BREE RE St 
显示 免疫 效力 与 免疫 和 攻击 途径 有 很 大 关系 ; 腹腔 免疫 静脉 攻击 时 动物 存活 百分之百 ， 
而 皮下 免疫 腹腔 攻击 时 却 显 不 出 有 什么 保护 力 。 毒 性 大 肠 杆 菌 的 核糖 体 也 有 类 似 的 结 
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困 ， 虽 然 如 上 所 示 ， 皮 下 免疫 皮下 攻击 时 保护 效果 可 达 百 分 之 百 ， 但 皮下 免疫 十 五 天 后 
作 腹 腔 攻 击 时 ， 效 果 却 大 为 低落 ， 最 高 也 只 达 70% R4). 














RA 皮下 免疫 腹腔 攻击 实验 小 鼠 的 存活 
免疫 剂量 攻击 剂量 动 物 存活 百分率 
性 别 P {ff 
(H) ETES, 存活 数 (8%) p 
1000 19 2 2 x108 5/10 50 P <0.01 
1000 10 o" 2x108 7/10 70 P <0.01 
500 9 早 2x 198 5/9 55.6 P <0. 01 v 
590 19 o 2 x 103 6 /1d Gt P <9, 0] 
250 10 时 2 x 108 2/10 20 P>0.1 
250 10 ow 2 x 108 1/10 10 P>4.3 
100 14 g 2x 198 0/10 4 
100 ip of 2 x igs 1/10 10 P>p.3 
xt RR 10 Q 2 x108 0 710 0 
对 册 10 o" 2 «108 0/10 0 





以 上 的 全 部 工作 结果 表明 ， 我 们 所 制备 的 核糖 体 ， 虽 然 在 制备 时 并 未 如 一 般 通 用 方 
法 那样 进行 高 达 105, 000 x g 或 更 高 的 超速 离心 ， 而 只 是 使 用 了 硫酸 铁 沉 w 的 方法 ， 但 
是 所 得 到 的 结果 与 国外 在 其 他 网 菌 用 常规 方法 制备 的 核 精 体 所 得 到 的 结果 却 是 一 致 的 。 
这 对 于 将 来 核糖 体 疫 苗 的 工业 生产 无 疑 是 有 参考 价值 的 。 


$ = xX mM 
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IMMUNOPROTECTIVE ACTIVITY OF RIBOSOMAL 
PREPARATION FROM POISONOUS Escherichia 
coli, THE PATHOGEN OF PIGLET DYSENTERY 


Li Jingyan Chen Yunhe Zhou Xingliang Zheng Zixiu 
(Kunming Instiiute of Zoology, Academia Sinice) 


A virulent strain of Escherichia coli had been isolated and found to be the 
pathogen of piglet dysentery by Mr, Li Xue-liang (Yunnan Institute of Animal 
Husbandary and Veterinary Medicine). When 6x107 living bacteria of the viru- 
lent strain were injected subcutancously into each mouse, all the injected mice 
would be killed, Ribosomal preparations were isolated from disrupted cclls by a 
modification of the ammonium sulfate precipitation method described by C. G, 
Kurland(1966), omitting the ultracentrifugation step, The ribosomal preparation 
was proved to be highly immunogcnic for mice and immunization with the pre- 
paration elicited significant protective immunity, The effect was obvious when mice 
immunized subcutaneously with ribosomal preparation without adjuvant werc 


challenged subcutaneously with 2-2,4x10* living bacteria two weeks after 


immunization, 
ribosome dose mice challenge dose 30-day survival 
(ug) (%) 
1000 102 2 x108 90 P <0.001 
1000 10” 2 x10? 100 P <0.001 
500 10 2 x10? 90 P<0.001 
500 107 2 x10s 100 P<0.001 
250 10% 2x10 .100 P <0.001 
250 10c7 2x 10° 100 P <0.001 
100 102 2x 10° 100 P <0.001 
100 107 2 x10ë 100 P<0.001 
100 1507 2,4x 10° 100 P<0,001 
50 150” 2.4x 108 100 P <0.001 
25 157 2,4x 10° 86.7 
control 102 2x10? 0 
control 1007 2 x108 0 


control 150” 2,4 10° 0 
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When immunized mice were challenged subcutancously with 2.1x10° living 


bacteria two months after immunization, immunoprotcction was still signi- 


ficant, 
ribosome dose mice 30-day survival 
(ug) (%) 
500 38 94.7 P <0.001 


control 20 5.0 


The immunoprotective activity was found to be much lower, when mice 
immunized subcutaneously without adjuvant were challenged intraperitoncally at 


two weeks after immunization, 


ribosome dose mice challenge dose 30-day survival 
(ug) (%) 

1000 10 210% 50 P <0.01 
1000 10 2x 10° 70 P<0.01 
500 9 2 x108 55.6 P <0.01 
500 10 2 x10? 60 P<0.01 
250 10 2x 108 20 P>0.1 
250 10 2x10 10 : P>0.3 

100 10 2108 0 
100 10 2 x10’ 10 P>0.3 
control 10 2x10? 0 


control 10 2 x10s Q 





